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Resumen!
La! Química! Bioortogonal! complementa! el! uso! de!marcadores! y!técnicas!utilizados!hasta!el!momento!para!visualizar!distintos!procesos!en!el!interior!de!las!células!u!organismos!vivos.!Su!metodología!utiliza!la!maquinaria! celular! para! incorporar! a! la! biomolécula! en! estudio! un!marcador! (chemical' reporter),! a! veces! tan! pequeño! como! un! grupo!funcional,! que! posteriormente! se! enlaza! covalentemente! a! otro! grupo!complementario!de!una!sonda!exógena.!Estas!reacciones!bioortogonales!permiten! la! formación!selectiva!de!aductos!covalentes!en!el! interior!celular!y!pueden!ser!herramientas!útiles! para! esclarecer! procesos! biológicos! que! impliquen! no! sólo! a!proteínas! sino! también! a! otros! biopolímeros! como! glicanos,! lípidos,! y!ácidos!nucleicos.!Aunque!su!número!es!todavía!relativamente!pequeño,!ya! han! demostrado! su! interés! en! la! investigación! básica! y! en! la!modificación,! semisíntesis,! e! inmovilización! de! proteínas,! en!proteómica,!en! la! liberación!específica!de!fármacos,!y!en!el!diagnóstico!de!imagen.! !
Abstract!
The!Bioorthogonal! Chemistry! complements! genetically! encoded!tags!and!techniques!used!so! far! to! track!biomolecules!as!they!function!within! their! native! habitat.! A! bioorthogonal! chemical! reporter! is! a!unique!chemical!motif,!often!as!small!as!a!single!functional!group,!which!is! incorporated! into! the! target! biomolecule! using! the! cell’s! own!machinery!and!lately!is!covalently!modified!in!a!highly!selective!fashion!with!an!exogenously!delivered!probe.!These! bioorthogonal! reactions! allow! the! selective! formation! of!covalent! adducts! inside! the! cells! and! may! be! useful! tools! to! reveal!biological!processes!involving!proteins,!glycans,!lipids,!nucleic!acids!and!secondary!metabolites.! Although! they!are! relatively! few,! their! interest!in! basic! research,! as! well! as! in! the! modification,! semisynthesis! and!immobilization! of! proteins,! proteomics,! drugs! specific! delivery,! and!diagnostic!imaging!has!already!been!shown.!
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1.)Marcaje)de)biomoléculas.))
Enlaces)quimioselectivos)y)grupos)ortogonales)
1.1.!Química!y!Biología!
La! química! y! la! biología! han! estado! íntimamente! relacionadas! desde! su!nacimiento,!especialmente!por!la!utilización!de!colorantes!orgánicos!e!inorgánicos!para!visualizar!estructuras.!Recordemos!la!tinción!de!Gram,!que!se!emplea!desde!1884,! o! el! desarrollo! de! las! técnicas! histológicas! a! lo! largo! del! siglo! XIX,! que!permitió! el!descubrimiento!del! aparato!de!Golgi! o! los! experimentos!de!Ramón!y!Cajal.! Las! contribuciones! de! la! química! a! la! biología! continuaron! de! forma!indirecta!a!lo!largo!del!siglo!XX;!por!ejemplo,!el!descubrimiento!de!la!reacción!en!cadena!de!la!polimerasa!(PCR)!se!apoyó!en!la!síntesis!de!oligonucleótidos!realizada!por!químicos!orgánicos,!pero!a! finales!de!siglo!quedaba!más!o!menos!definida! la!denominada! Química! Biológica.! Ésta! utiliza! los! conceptos! de! reactividad! y!selectividad! de! la! Química! Orgánica! y! sus! metodologías! para! manipular!biomoléculas!en!muestras!biológicas!y!dilucidar! los!procesos!en! los!que!aquéllas!están! implicadas.! La! relevancia! que! va! adquiriendo! la! Química! Aplicada! a! la!Biología! queda! patente! en! que! la! mayoría! de! los! Premios! Nobel! de! Química!concedidos! en! el! presente! siglo! por! la! Real! Academia! de! Ciencias! de! Suecia! se!incluyen!en!este!área.!El! organismo!humano!está! compuesto!de!billones!de! células! y! cada! célula!puede! contener! centenares! de! miles! de! moléculas! distintas:! proteínas,! lípidos,!hidratos! de! carbono,! ácidos! nucleicos,! iones! inorgánicos! y! diversos!metabolitos.!
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Debido!a!la!complejidad!de!las!interacciones!entre!ellas,!muchos!procesos!celulares!no! pueden! entenderse! examinándolos! de! forma! aislada,! por! lo! que! los! biólogos!necesitan! herramientas! accesibles! y! fáciles! que! permitan! desentrañar! los!fenómenos!vitales!que!ocurren!en!las!células!y!en!los!organismos.!Un!marcador!muy!utilizado!en!biología!molecular!para!conocer!la!evolución!de!una!proteína!in'vivo!es!el!gen!que!codifica!la!proteína!verde!fluorescente,!green'
fluorescent'protein'(GFP).!La!fusión!de!esta!proteína,!que!emite!bioluminiscencia!en!la!zona!verde!del!espectro!visible,! con!una!proteína!específica!permite!visualizar!ésta!mediante!técnicas!de!microscopía!de!fluorescencia,!e!incluso!cuantificarla!por!citometría! de! flujo.! Así! se! ha! podido! determinar! la! expresión! y! localización! de!proteínas! en! organismos! vivos,! desde! el! minúsculo! nematodo! Caenorhabditis'
elegans! (1)! hasta! en! ratones! (2).! Sus! descubridores,! los! profesores! Chalfie,!Shimomura!y!Tsien,!fueron!galardonados!por!este!hallazgo!con!el!Premio!Nobel!de!Química!de!2008.!!Actualmente! se! dispone!de! un! buen!número!de! proteínas! similares! a!GPF!que!emiten!fluorescencia!a!diferentes!longitudes!de!onda!del!espectro!visible!(3\5),!pero! estas! poderosas! herramientas! tienen! limitaciones:! por! su! gran! tamaño!pueden! provocar! perturbaciones! en! la! proteína! objeto! de! estudio,! no! son! útiles!para! el! marcaje! de! biomoléculas! no! proteícas,! y! no! pueden! visualizarse! por!técnicas!de!imagen!diferentes!a!los!métodos!ópticos.!Como! alternativa! a! las! proteínas! fluorescentes! se! ha! realizado! el!marcaje!con!anticuerpos!monoclonales,!pero!los!anticuerpos!son!proteínas!de!gran!tamaño!que!tienen!grandes!dificultades!para!penetrar!en!el! interior!celular.!Parece!obvio!que!los!marcadores!deberían!ser!más!pequeños!para!tener!un!acceso!más!fácil!y,!además,!deberían!servir!para!visualizar!no!sólo!a!proteínas!sino!a!distintos! tipos!
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de! biomoléculas.! Los! datos! genómicos! han! esclarecido! muchos! aspectos! de! la!expresión!y!regulación!de!las!proteínas!y!de!los!ácidos!nucleicos,!pero!estos!datos!por! sí! solos!no!pueden!dar! la!misma! información! respecto! a! otras!biomoléculas,!como! son! los! glicanos,! los! lípidos! y! los! metabolitos,! y! sus! modificaciones!postraduccionales.!!!!Una! de! las! pasiones! de! los! químicos! ha! sido! y! sigue! siendo! diseñar!estrategias!de!síntesis!y!desarrollar!nuevas!reacciones!modulando!las!condiciones!en!que!éstas! se! llevan!a! cabo:! temperatura,!pH,! exclusión!del! aire!o! la!humedad,!adición!de!catalizadores,!protección!de!grupos! funcionales!que!pueden!entrar!en!competencia,! eliminación! de! subproductos,! etc.! De! esta! forma! se! han! logrado!sintetizar! estructuras! químicas! muy! complejas.! Sin! embargo,! también! podría!plantearse!una!situación!inversa:!desarrollar!reacciones!sencillas!que!tengan!lugar!en!entornos!complejos!e!incontrolables!utilizando!reactivos!carentes!de!toxicidad.!
1.2.!Enlaces!quimioselectivos!y!grupos!ortogonales!
Muchos! químicos! se! han! preguntado! en! los! últimos! años! si! una! reacción!covalente,! compatible! con! un! entorno! fisiológico,! puede! alcanzar! un! nivel! de!selectividad! comparable! al! reconocimiento! antígeno\anticuerpo! (6).!De! hecho,! la!Química!Orgánica!dispone!de!reacciones!quimioselectivas!(7),!como!las!empleadas!en! la! síntesis! de! proteínas! (8),! en! las! que! intervienen! grupos! funcionales!ortogonales! con! una! reactividad! mutua! exclusiva.! En! la! Figura! 1! se! representa!como! ejemplo! la! síntesis! de! un! análogo! del! factor! de! transcripción! cMyc\Max! a!partir! de! cuatro! péptidos.! En! ella! vemos! dos! pares! de! grupos! ortogonales:! el!formado!por!el!anión!tiocarboxilato!y!una!α\bromocetona!que!genera!una!función!
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tioéster,!y!el!formado!por!un!grupo!aminooxi!y!una!cetona!que!genera!una!oxima!(9).!
!Síntesis!de!un!análogo!del!factor!de!transcripción!cMyc\Max.!
1.3.!Química!Bioortogonal!
Desafortunadamente,!cuando!una!determinada!reacción!ha!de!realizarse!en!un! entorno! biológico! su! complejidad! es! mayor! que! en! el! laboratorio! porque! es!extremadamente! difícil! que! dos! grupos! funcionales! puedan! reaccionar!selectivamente.! Estas! dificultades! son! las! que! trata! de! solventar! la! denominada!Química!Bioortogonal! (10),!una!nueva!área!de! la!Química!Biológica!que!requiere!combinar! conocimientos! sobre! mecanismos! y! metodologías! de! las! reacciones!orgánicas,! biología! celular,! y! biomedicina.! El! número! de! publicaciones! que!contienen! la!palabra! “bioortogonal”! se!ha!multiplicado!a!partir!del! año!2005!y! a!finales!de!2011!Accounts'of'Chemical'Research'ha!dedicado!un!número!especial!a!los! avances! realizados! en! esta!materia! (11).! Su! interés!nos!ha! empujado! a!dar! a!
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Figura!1 
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conocer! de! forma! simplificada! los! fundamentos! y! posibilidades! de! esta! nueva!metodología.!Un!marcador!surgido!de!la!química!bioortogonal!suele!ser!un!simple!grupo!funcional,! que! se! incorpora!a! la!molécula! en!estudio!utilizando! la!maquinaria!de!biosíntesis! o! el! metabolismo! celular,! y! que! ha! de! reaccionar! posteriormente! de!forma! muy! selectiva! para! formar! un! enlace! covalente! con! un! grupo!complementario!de!una!sonda!molecular!exógena.!Se! trata!de!un!proceso!en!dos!pasos!que!permite! la!detección!o!el!aislamiento!de!una!biomolécula,!según!sea! la!naturaleza!de!la!sonda.!El! marcador! y! la! sonda! complementaria! deben! poseer! una! estabilidad!metabólica! y! una! biodisponibilidad! adecuadas,! funcionar! como!un! antígeno! y! su!anticuerpo,!formar!aductos!estables!y!no!tóxicos!para!las!células!y!los!organismos!vivos,!y!reaccionar!rápidamente!sin!reactivos!auxiliares!en!medios!acuosos!y!a!pH!y! temperatura! biocompatibles.! La! naturaleza! ha! resuelto! estos! problemas! con!catalizadores,!enzimas!o!ribosomas,!que!reconocen!funcionalidades!relativamente!inertes!y!permiten!su!interacción!de!forma!selectiva!y!controlada,!pero!la!Química!Bioortogonal!ha!de!conseguir!esto!sin!la!colaboración!de!un!catalizador!biológico.!Aunque!estos!objetivos!no!están!totalmente!resueltos!porque!todavía!no!se!ha!descrito!la!reacción!bioortogonal!perfecta,!se!conocen!varias!transformaciones!que!se!acercan!mucho!a!dicha!calificación,!y!estas!nuevas!técnicas!están!facilitando!el!estudio!de! la! localización!de!proteínas,!visualización!de!su!expresión,! tráfico,!y!degradación! en! respuesta! a! señales! reguladoras,! de! sus! interacciones,! y! de! su!actividad!enzimática! (12\14).!Como!veremos,!utilizando!estrategias!de! ingeniería!genética! y! metabólica! así! como! por! modificaciones! postraduccionales,! ha! sido!posible! incorporar!diversos!grupos!funcionales!abióticos!no!sólo!a!proteínas!sino!
MARCAJE'DE'BIOMOLÉCULAS'!
12)
también!a!glicanos,! lípidos,!ácidos!nucleicos!y!metabolitos!en!cultivos!celulares!y!en!organismos!vivos.!Además! de! sus! aplicaciones! en! la! investigación! básica,! la! Química!Bioortogonal! es! una! poderosa! herramienta! en! biotecnología! que! han! permitido,!entre!otras!aplicaciones,!la!producción!de!proteínas!recombinantes!modificadas!en!un!lugar!específico,! la!obtención!de!proteínas!semisintéticas,! la! inmovilización!de!proteínas!para! la!preparación!de!microplacas,! y! la!obtención!de!nanoestructuras!para!el!diagnóstico!clínico!o!el!transporte!de!fármacos.!!Para! desarrollar! una! posible! reacción! bioortogonal! se! comienza! por!determinar! si! es! compatible! con! el! agua! y! con! el! gran! número! de! núcleofilos!presentes! en! los! organismos! vivos.! Posteriormente! se! introducen! en! ella! las!mejoras! necesarias! para! solventar! los! problemas! que! se! han! observado! tras!experimentarla!en!el!laboratorio,!siendo!fundamental!conseguir!que!se!produzca!a!una!elevada!velocidad,!y!cuando!ya!se!dispone!de!una!reacción!optimizada!hay!que!comprobar! que! ocurre! eficazmente! en! presencia! de! metabolitos! biológicos,!evaluarla! en! biomoléculas,! luego! en! células! vivas! y,! finalmente,! en! organismos!modelo!(Figura!2).!!
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!Desarrollo!de!una!reacción!bioortogonal.!! Figura!2 
CARMEN'AVENDAÑO'!
14)
2.) Primeras) reacciones) bioortogonales) para) el)
marcaje)de)proteínas)en)una)célula)viva.))
Reacción) bisarsenical/tetracisteína) y) otras))
reacciones)relacionadas)!El!marcaje!de!una!proteína!en!células!vivas!requiere!que!se!incorpore!a!ella!un!péptido!o!aminoácido!que!posea!un!grupo!funcional!bioortogonal!al!de!la!sonda!que! va! a! utilizarse! (15),! y! para! ello! es! fundamental! que! estos! grupos! no! se!encuentren!en!la!naturaleza,!es!decir,!que!sean!abióticos.!En!la!vanguardia!de!estas!técnicas! se! encuentran! los! trabajos! de! Roger! Tsien! y! colaboradores! quienes!demostraron!a!finales!de!los!años!90!que!las!proteínas!pueden!marcarse!por!fusión!con!determinadas!secuencias!peptídicas!que!se!enlazan!posteriormente!a! sondas!moleculares! pequeñas! y! fluorogénicas! capaces! de! atravesar! las! membranas!celulares.!!En! 1998! este! grupo! publicó! la! primera! reacción! bioortogonal,! la! reacción!bisarsenical/tetracisteína,! utilizando! como! marcador! una! combinación! de!aminoácidos! naturales! que! está! ausente! en! los! proteomas! de!mamíferos! y! como!sonda!el!derivado!bisarsenical!de! fluoresceína!FlAsH![4′,5′\bis(1,3,2\ditioarsolan\2\il)fluoresceína! (16).! Esta! sonda! apenas! es! fluorescente! cuando! los! átomos! de!arsénico!se!encuentran!coordinados!con!etanoditiol!(EDT)!pero!incrementa!mucho!su! fluorescencia! cuando! se! enlaza! a! los! cuatro! grupos! tiol! de! una! secuencia!CCXXCC.!Esta!propiedad!es!debida!al!intercambio!de!los!dos!ligandos!EDT!con!los!cuatro! grupos! tiol! del! motivo! “Cys4”! en! las! posiciones! i,! i+1,! i+4! e! i+5! del!hexapéptido.!Por!ello,!cuando!dicha!secuencia!se!codifica!en! los!extremos!N>!o!C>terminales! de! una! proteína! expresada! en! una! célula,! el! tratamiento! con! FlAsH!permite! su! localización! subcelular! por!microscopía! de! fluorescencia! (17).! Desde!
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entonces! FlAsH! y! sus! análogos,! como! el! derivado! de! resorufina! ReAsH\EDT2,! se!han!utilizado!para!estudiar!proteínas!relevantes,!como!el!receptor!adrenérgico!β2!o!la!β\tubulina!(18),!y!para!superar!las!limitaciones!impuestas!por!los!cromóforos!de!xanteno!y!resorufina!se!ha!continuado!el!desarrollo!de!nuevos!bis\arsenicales!que!posean!mejores! propiedades,! entre! los! que! se! encuentran! colorantes! de! cianina!como!AsCy3!(Figura!3).!!!
!Ejemplos!de!sondas!para!el!motivo!Cys4.!!Como!es!lógico,!la!naturaleza!de!los!residuos!XX!que!separan!a!los!dos!pares!Cys\Cys! es! muy! importante,! ya! que! aquéllos! inducen! distintas! estructuras!secundarias!que!sitúan!en!el!espacio!a! los!cuatro!grupos!tiol!en!posiciones!más!o!menos! favorables! para! la! formación! y! estabilidad! del! complejo! arsenical.! El!
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dipéptido!Pro\Gly,!que! favorece! la! formación!de!un! lazo!β,!es!el!que!proporciona!los!complejos!más!estables!y!brillantes.!!El! uso! de! bis\arsenicales! se! ha! extendido! al! estudio! de! las! estructuras!terciaria!y!cuaternaria!de!proteínas!monoméricas!u!oligoméricas!y,!por!tanto,!a!los!cambios! conformacionales! que! se! producen! como! consecuencia! de! diferentes!interacciones.! Así,! se! han! utilizado! en! el! estudio! de! proteínas! implicadas! en! la!enfermedad! de! Alzheimer! (19)! o! en! la! monitorización! de! la! actividad! tirosina!cinasa!(20).!Antes!de!realizar!uno!de!estos!experimentos!es!necesario!comprobar!que!los!dos!pares!Cys\Cys,!aunque!estén!distantes!entre!sí!en!vez!de!separados!por!residuos! Pro\Gly,! pueden! formar! complejos! con! la! sonda! biarsenical.! Esto! será!posible! si! la! proteína! objeto! de! estudio! adopta! una! conformación! que! sitúa! al!ligando! tetracisteína! en!una!geometría!óptima.!Una!distorsión!de! esta! geometría!causada! por! mutaciones! o! interacciones! con! otras! biomoléculas,! disminuye! su!afinidad! por! la! sonda! y! la! fluorescencia! del! complejo! resultante.!Desafortunadamente,!este!marcaje!sólo!es!útil!con!proteínas!que!muestran!un!alto!grado! de! expresión,! ya! que! las! sondas! empleadas! pueden! unirse! también! a!proteínas!que!contienen!abundantes!residuos!de!cisteína.!A!este!respecto!hay!que!señalar!que,!aunque!todavía!no!está!claro!el!por!qué!los!bis\arsenicales!se!vuelven!fluorescentes! cuando! se! enlazan! al!motivo! de! tetracisteína,! parece! probable! que!esta! unión! limite! la! rotación! del! enlace! As\arilo! e! impida! una! desactivación!(“quenching”)! eficiente! del! estado! excitado! a! través! de! la! transferencia! de!electrones!fotoinducida!(PeT)!(16).!!Como!alternativa!a!los!bis\arsenicales,!que!pueden!ser!citotóxicos!y!difíciles!de!aplicar!en!líneas!celulares!en!las!que!los!grupos!SH!se!oxidan!fácilmente,!!se!han!desarrollado! otras! sondas! fluorogénicas! como! el! ácido! rodamina\bis\borónico!
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(RhoBo),! utilizado! para! el! marcaje! de! proteínas! que! contienen! el! residuo! de!tetraserina!(21).!Su!desarrollo!se!basó!en!las!conocidas!propiedades!fluorescentes!de! muchos! ácidos! bis\borónicos! y! su! capacidad! para! formar! enlaces! con!agrupamientos!1,2!ó!1,3\diol.!Otras!sondas,!como!los!complejos!Zn(II)\DpaTyr!que!poseen! una! gran! afinidad! por! péptidos! artificiales! de! tetraaspartato! (D4)3!introducidos!por!codificación!genética,!actúan!a!través!de!la!quelación!con!metales!de!transición!(22)!(Figura!4).!!
!a)Ácido!rodamina!bisborónico.!b)Complejos!Zn(II)\DpaTyr.!!
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3.)Marcaje)con)grupos)funcionales)sencillos)!El! marcaje! de! biomoléculas! con! grupos! funcionales! sencillos! requiere!disponer!de!enzimas!biosintéticas!o!metabólicas!adecuadas!para!su!incorporación!a!aquéllas.!Como!ya!se!ha!comentado,!es!fundamental!además!que!estos!grupos,!y!los! complementarios! de! las! sondas! externas,! sean! inertes! a! la! gran! cantidad! de!nucleófilos!que!se!encuentran!presentes!in'vivo,!un!objetivo!que!puede!conseguirse!si! se! seleccionan! grupos! funcionales! abióticos! (que! no! se! encuentran! en! la!naturaleza).! Como! los! electrófilos! fuertes! interaccionarían! con! los! núcleofilos! de!las! células! y! organismos!de! forma! indiscriminada,! se! han! investigado!para! estos!propósitos!electrófilos!débiles.!
3.1.!Marcaje!con!grupos!carbonilo!
Como! es! sabido,! el! grupo! carbonilo! se! condensa! con! el! grupo! amina!primaria!del!aminoácido!lisina!para!formar!bases!de!Schiff,!pero!esta!reacción!no!es! útil! in' vivo! porque! es! reversible! y,! estando! el! equilibrio! desplazado! a! la!izquierda,! se! libera!el! grupo!carbonilo!en!medios!acuosos.!Podrían! ser!útiles,! sin!embargo,!las!reacciones!entre!aldehídos!o!cetonas!y!grupos!hidrazida!o!aminooxi,!que!originan!hidrazonas!u!oximas! respectivamente,! ya!que!en!éstas! el! equilibrio!está!desplazado!hacia!la!derecha!(23)!(Figura!5).!!Desafortunadamente,! estos! acoplamientos! también! tienen! limitaciones!porque!aunque! las!hidrazonas!y! las!oximas!son!bastante!estables!en!condiciones!fisiológicas,! se! forman! preferentemente! a! valores! de! pH! =! 5\6! que! no! son!habituales!en!los!tejidos!y,!lo!que!es!más!importante,!porque!el!grupo!carbonilo!no!
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es! abiótico! y! se! encuentra! en! muchos! metabolitos! (monosacáridos,! piruvatos! y!oxalacetatos,! por! ejemplo),! así! como! en! varios! cofactores! (como! el! fosfato! de!piridoxal).! Por! ello,! el! uso!de! estos!marcadores! está! restringido! a! las! superficies!celulares!y!al!entorno!extracelular.!!
!!!! Los!grupos!aldehído!o!cetona!como!biomarcadores.!
3.2.!Marcaje!con!el!grupo!azida.!Acoplamiento!de!Staudinger!
En!contraste!con!los!aldehídos!y!cetonas,!el!grupo!funcional!azida!es!estable!biológicamente,!ya!que!no!existe!en!los!sistemas!biológicos,!y!puede!incorporarse!metabólicamente! a! distintas! biomoléculas.! De! hecho,! es! uno! de! los! grupos!funcionales!abióticos!más!utilizados,!aunque!hasta!fechas!relativamente!recientes!se!tenía!la!falsa!creencia!de!que!sería!inestable!y/o!tóxico!in'vivo!porque!el!anión!azida,!presente!en!compuestos!como!la!azida!sódica!(NaN3),!es!citotóxico!(24).!El!potencial! como!marcador!biológico!del!grupo!azida!es!consecuencia!del!desarrollo! del! acoplamiento! de! Staudinger,! en! el! que! la! función! azida! reacciona!como!un!electrófilo!“blando”!que!es!atrapado!por!diarilfosfinas!portadoras!de!una!
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función!éster!o!tioéster!para!originar!finalmente!un!enlace!amida!(25)!(Figura!6a).!Análogamente,!una!biomolécula!marcada!con!el!grupo!azida!puede!acoplarse!con!una!sonda!exógena!de!triarilfosfina!(26)!que!posee!un!grupo!éster!o!tioéster!(27)!(Figura!6b).!El! potencial! de! estas! reacciones! se! vislumbró! en! uno! de! los! primeros!experimentos!con!glicanos!de!la!superficie!celular!marcados!con!azidoazúcares,!en!los! que! la! citometría! de! flujo! demostró! su! reacción! con! una! sonda! de! fosfina,!siendo! también! posible! la! modificación! covalente! de! estos! glicanos! en! ratones!vivos!(10).!Como! veremos! más! adelante,! el! grupo! azida! participa! también! en!cicloadiciones! de!Huisgen! con! alquinos,! siendo! ambas! reacciones! ejemplos! de! la!denominada!química!“click”!(click'chemistry)!(28)!que,!por!su!gran!selectividad!y!tolerancia! funcional,!está!estrechamente!relacionada!con! la!química!bioortogonal!(29)!(Figura!6c).!!La!detección!de! los! complejos! formados!en!el! acoplamiento!de!Staudinger!puede!hacerse!de!diferentes!maneras.!En!los!primeros!experimentos!se!utilizaron!como!sondas!conjugados!de!fosfina\biotina!(Figura!7a),!porque!la!biotina!enlazada!a! una! macromolécula! mantiene! su! gran! afinidad! por! la! avidina! inmovilizada.!También! son! útiles! los! conjugados! de! fosfinas! y! péptidos! señal! (flag' peptides),!diseñados! para! ser! detectados! utilizando! reactivos! de! fluorescencia! secundarios!como!el! isotiocianato!de!fluoresceína!(FITC)!(30)!o!anticuerpos!del!péptido!señal!(Figura!7a).!!
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!Reacciones! del! grupo! azida! de! interés! en! química!bioortogonal.!!!
!a)Sonda! de! fosfina\biotina.! b)Reactivo! de! fluorescencia!secundario.!!Utilizando!fosfinas!fluorogénicas!se!consigue!la!detección!en!el!mismo!paso!en!que!se!forma!el!enlace!covalente,!por!lo!que!son!muy!convenientes!teniendo!en!cuenta!que!aunque!los!procesos!en!dos!pasos!permiten!la!eliminación!de!la!sonda!
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no!enlazada!para!minimizar!la!señal!de!fondo!que!puede!impedir!la!detección!del!enlace! covalente,! en! algunos! casos! aquélla! no! puede! eliminarse! fácilmente! por!lavado.!En!las!sondas!fluorescentes!un!grupo!arilo!de!la!fosfina!se!ha!sustituido!por!un! colorante! de! estructura! cumarínica,! cuya! fluorescencia! está! extinguida! por! el!par! de! electrones! no! compartido! del! átomo! de! fósforo.! La! fluorescencia! se!recupera! tras! el! acoplamiento!de! Staudinger,! cuando! la! fosfina! se! transforma! en!óxido!de!fosfina!(31)!(Figura!8).!!
!Fluorescencia! tras! el! acoplamiento! de! Staudinger,! R=!biomolécula.!!En! la!Figura!9!se!representa!el!acoplamiento!de!Staudinger!entre!el!grupo!azida! incorporado! a! un! flavonoide! y! una! fosfina! portadora! de! un! péptido! señal!(32).! También! se! ha! incorporado! el! grupo! azida! a! derivados! de! S\adenosilmetionina!(33)!y!a!otras!biomoléculas.!!
!Conjugado! de! una! azidoflavona! y! una! fosfina! marcada! con! un!péptido!señal.!!
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Desafortunadamente,! el! acoplamiento! de! Staudinger! tiene! una! cinética!demasiado! lenta! y,! siendo! el! paso! limitante! de! la! velocidad! el! ataque! nucleófilo!inicial!del!grupo! fosfina,! se! requiere!una!concentración!de!ésta!>250!μM!(34).!El!exceso! de! fosfina! se! elimina! difícilmente! por! lavado! y! produce! imágenes!fluorescentes!con!grandes!señales!de!fondo.!Este!inconveniente!se!intentó!resolver!incorporando!a!la!sonda!de!fosfina!grupos!donadores!de!electrones!para!aumentar!su! nucleofilia,! y! por! tanto! la! velocidad!de! reacción,! pero! estos! grupos! aumentan!también! la! velocidad! de! oxidación! al! aire! de! las! fosfinas! produciendo! su!inactivación.!Estos! fracasos! condujeron! al! desarrollo! de! otras! sondas,! como! la! fosfina!fluorogénica! QPhos,! por! manipulación! de! la! función! éster.! En! esta! sonda! la!fluoresceína! está! enlazada! a! un! grupo! arilo! a! través! de! una! función! amida,! y! el!desactivador! fluorescente! rojo! disperso! está! enlazado! al! grupo! éster.! Este!desactivador! se! libera! tras! la! reacción! con! el! grupo! azida! de! la! biomolécula!marcada,! originando! un! producto! fluorescente! que! desgraciadamente! se! oxida!rápidamente.! Por! este! motivo! se! han! desarrollado! sondas! de! luciferina!bioluminogénicas! que,! tras! el! acoplamiento! de! Staudinger,! liberan! luciferina! que!penetra!en!el!interior!celular!y!se!oxida!por!la!acción!de!la!enzima!luciferasa!con!la!concomitente!emisión!de!luz!(35)!(Figura!10).!
!Otras!sondas!de!fosfina.!!
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!3.3.!Marcaje!con!el!grupo!azida:!Cicloadiciones![3+2]!
La!exquisita!bioortogonalidad!entre!azidas!y!fosfinas!en!el!acoplamiento!de!Staudinger!ha!permitido!su!uso!en!muchos!entornos!celulares!y!en!animales!vivos!pero,! debido! a! los! inconvenientes! anteriormente! comentados,! se! ha! estudiado!como!alternativa!la!reactividad!del!grupo!funcional!azida!como!un!1,3\dipolo.!Las! cicloadiciones! [3+2]!de! azidas! con! alquenos!y! alquinos! (reacciones!de!Huisgen)! se! conocen! desde! finales! del! siglo! XIX,! pero! requieren! temperaturas! y!presiones!altas!incompatibles!con!los!sistemas!biológicos.!En!el!año!2002,!Sharpless!(36)!y!Meldal!(37)!decubrieron!que!la!cicloadición!con!alquinos!terminales!para!originar!1,2,3\triazoles!disustituidos!se!cataliza!muy!eficazmente!por!Cu(I)!(38).!La!catálisis!se!debe!a! la! formación!de!un!acetiluro!de!Cu!intermedio!en!el!que!el!triple!enlace!está!activado!como!nucleófilo!(Figura!11).!Estas! reacciones! se!denominan!CuAAC!(copper>catalyzed'azide–alkyne'1,3>dipolar'
cycloadditions),! y! son! también! ejemplos! de! click' chemistry,! una! metodología!utilizada! ampliamente! en! síntesis! orgánica,! química! combinatoria,! polímeros,! y!materiales!(39).!
!Reacciones! (CuAAC).! Cicloadición! [3+2]! de! azidas! y!ciclooctinos.!!Desgraciadamente! los! catalizadores! de! Cu! son! citotóxicos,! lo! que! hizo!necesario! desarrollar! la! cicloadición! en! su! ausencia.! Para! ello! se! utilizaron!
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cicloalquinos! muy! tensionados,! en! los! que! la! reacción! transcurre! eficazmente!debido!a!la!liberación!de!energía!que!se!produce!al!disminuir!la!tensión!(40).!En! un! principio! se! utilizaron! conjugados! de! ciclooctino! (OCT)! y! biotina,!observándose!que! la! introducción!de!un! átomo!de! flúor! electrón\atrayente! en! la!posición!propargílica! (MOFO)! induce! una!mayor! velocidad!de! reacción.! Como! es!lógico,!el!ciclooctino!portador!de!dos!átomos!de!flúor!(DIFO)!y!el!fusionado!con!dos!anillos!de!benceno!(DIBO),!mostraron!un!aumento!espectacular!de!la!velocidad.!El!mejor!resultado!se!obtuvo!con!biarilazaciclooctinos!como!BARAC,!y!para!experimentos! in' vivo! se! han! desarrollado! ciclooctinos! fluorogénicos! como!DIFO\488!(41)!(Figura!12).!!
!Ejemplos!de!sondas!que!contienen!ciclooctino.!!
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4.) Cómo) se) incorporan) in' vivo) los) marcadores)
químicos)a)proteínas)!Para! que! una! proteína! contenga! un! aminoácido! no! canónico! (ncAA)! que!posea!un!grupo!reactivo!ausente!en!los!20!aminoácidos!proteinogénicos!se!puede!utilizar! la!maquinaria! traduccional! de! la! célula! de! dos! formas:! el!marcaje! de! un!residuo! específico! o! el! marcaje! en! un! lugar! específico.! En! el! primer! caso,! el!aminoácido! no! natural! ha! de! codificarse! a! nivel! genético! e! incorporarse! en! las!posiciones!que!normalmente!ocupa!el!aminoácido!natural;!además,!la!proteína!a!la!que!debe! incorporarse!debe!expresarse!mientras!dicho!aminoácido!se!encuentra!en!el!interior!celular!(42).!Esta!técnica!está!bien!establecida!en!las!bacterias,!pero!no!en!las!células!de!mamífero.! Así,! en! una! variante! de! Escherichia' coli! que! se! hizo! auxotrófica! para!fenilalanina,! se! expresaron! proteínas! en! las! que! todos! los! residuos! de! este!aminoácido! a! través! del! correspondiente! aminoacil\tRNA! estaban! reemplazados!por!p\azidofenilalanina!(43).!De!forma!semejante!se!instaló!azido\homoalanina!en!los!lugares!codificados!para!metionina!(44).!Si!lo!que!se!desea!es!que!no!se!produzca!este!marcaje!múltiple,!sino!que!se!marque! solamente! una! posición! específica,! pueden! utilizarse! técnicas! que!permiten!codificar!un!aminoácido!no!natural!en!respuesta!a!un!determinado!codón!suprimiendo! las! limitaciones! impuestas! por! el! código! de! los! 20! aminoácidos!naturales! (45).! Para! ello! hay! que! añadir! a! la! maquinaria! biosintética! celular! el!codón!de!terminación!adecuado,!por!ejemplo!el!codón!UAG,!y!el!correspondiente!RNA!de!transferencia!(46,47).!
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Una!alternativa!para! lograr!el!marcaje!en!un! lugar!específico!podría!ser! la!modificación!química!de!la!cadena!lateral!de!un!residuo!de!la!proteína!nativa.!Por!ejemplo,!el!grupo!SH!de!la!cisteína!puede!alquilarse!con!maleimida!o!con!ácidos!α\halogenados,! el! grupo! ε\amino! de! la! lisina! puede! reaccionar! con! ésteres! de! N\hidroxisuccinimida!o!con!isotiocianatos,!y!un!grupo!amino!terminal!puede!hacerlo!con! aldehídos.! Sin! embargo,! ya! hemos! comentado! que! las! proteínas! contienen!varios!residuos!con!una!reactividad!parecida,!por!lo!que!es!complicado!lograr!con!estas! reacciones! el! marcaje! en! un! lugar! específico.! Para! lograrlo! se! han!desarrollado!otras! técnicas!como!son! las! transformaciones!de!residuos!mediadas!por!metales!(48),!la!modificación!catalizada!por!enzimas,!etc.!!Las! técnicas! citadas! demuestran! que! es! posible! disponer! de! proteínas!modificadas! por! codificación! genética,! pero! también! puede! hacerse! utilizando! la!maquinaria!postraduccional.!Por!ejemplo,!utilizando!la!ligasa!de!biotina!(BirA)!de!
E.'coli!se!ha!incorporado!cetobiotina,!un!análogo!de!biotina,!a!una!secuencia!de!15!aminoácidos,!y! la!enzima!generadora!de!formilglicina!(FGE)!se!ha!empleado!para!transformar!un!residuo!de!cisteína!presente!en!una!secuencia!de!13!aminoácidos!en! formilglicina.! Los! dos! marcadores! mencionados! han! de! interaccionar!posteriormente!con!sondas!de!tipo!aminooxi!o!hidrazida!para!que!se!produzca!la!reacción!biortogonal!correspondiente!(Figura!13).!
!Algunos!marcadores!que!utilizan!la!maquinaria!celular.!
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Se!ha!desarrollado!también!un!sistema!basado!en! la!pirrolisina!(Pyl)!y!sus!análogos.!Estos!últimos!son!portadores!de!grupos! fotoreactivos!o!bioortogonales!para! su! posterior! interacción! con! una! sonda! exógena! (49)! (Figura! 14).! La!pirrolisina! es! un! aminoácido! que! está! codificado! genéticamente! por! el! codón! de!terminación! UAG! y! el! correspondiente! RNA! de! transferencia! en! respuesta! a! la!pirrolisil\tRNA!sintetasa!(PylRS).!Dicha!enzima!se!encuentra!presente!en!algunos!microorganismos! anaerobios!del! dominio!Archaea,! como! son! las!Metanosarcinas!generadoras!de!metano.!!!
!Pirrolisina.!Algunos!de!sus!análogos.!!La! modificación! de! determinados! residuos! de! una! proteína! natural!utilizando!métodos!más!o!menos!complejos!es!otra!posibilidad!que!ha!tenido!éxito.!Por! ejemplo,! la! extensión!de! la! reacción!de! sin\eliminación!de! sulfiniliminas! (R1\S(O)N=CR2R3)! a! sulfenamidas! derivadas! de! cisteína! (50),! posibilita! la!transformación!de! residuos!Cys! en! residuos!de!deshidroalanina! (Dha)! (51).! Esta!modificación! permite! que! se! produzcan! posteriormente! enlaces! covalentes! por!
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adición!de!diversos!núcleofilos!al!doble!enlace!activado!de!este!último!aminoácido!(52)!(Figura!15).!!
!! a)Modificación! de! proteínas! por! codificación! genética.!b)Transformación!de!un!residuo!de!cisteína!en!deshidroalanina.!!!
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5.) Reacciones) ortogonales) para) la) modificación) o)
semisíntesis)de)proteínas)
5.1.!Metátesis!de!olefinas!y!acoplamiento!de!Suzuki\Miyaura!
El! uso! de! estas! dos! reacciones! para! visualizar! proteínas! a! través! de! una!sonda! exógena! está! todavía! desarrollándose,! pero! se! ha! avanzado! mucho! en! la!modificación! estructural! de! proteínas.! Antes! de! aplicar! la! metátesis! de! olefinas!para!estos!propósitos!hubo!que!adaptarla!a! los!medios!acuosos!(53),!y!encontrar!un!aminoácido!insaturado!muy!reactivo!para!que!la!reacción!se!complete!y!tenga!una! cinética! adecuada.! Dicho! aminoácido! resultó! ser! la! S\alilcisteína,! que! se!incorpora!a!las!proteínas!por!adición!de!aliltiol!a!la!deshidroalanina!(54)!o!por!S\alilación! de! residuos! de! cisteína! o! selenocisteína! (55).! Estas! reacciones! de!alquilación! están! favorecidas! por! la! acidez! del grupo tiol (pKa = 8,5) y del grupo 
selenol (pKa = 5,7),!que!en!condiciones!fisiológicas!se!encuentran!como!aniones!y!poseen!una!gran!nucleofilia.!La!metátesis! de! olefinas! está! favorecida! en! los! sulfuros! de! alilo! porque! el!azufre! se! coordina! con! el! catalizador! de! rutenio! y! sitúa! al! doble! enlace! del! alilo!próximo!al!grupo!alquilideno!de!la!sonda!exógena!(56),!pero!aún!así,!las!reacciones!sólo! se! completaban! cuando! se! utilizaba! el! alcohol! alílico! como! sonda.! Por! esta!razón! se! estudiaron! para! el! marcaje! otros! chalcógenos! (57),! obteniéndose! los!mejores!resultados!cuando!se!reemplazaron!los!sulfuros!de!alilo!por!selenuros!de!alilo!(58)!(Figura!16).!!!
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!Reacciones!de!metátesis!con!olefinas.!!!Entre! todos! los! acoplamientos! catalizados!por!Pd,! tan! eficaces! en! síntesis!orgánica,! el! acoplamiento! de! Suzuki\Miyaura! se! propuso! como! una! posible!reacción! bioortogonal! por! ser! compatible! con! el! agua! y! admitir! la! presencia! de!diversos! grupos! funcionales! (59).! Tras! numerosos! fracasos! en! las! reacciones!realizadas! con! biomoléculas,! éstas! pudieron! llevarse! a! cabo! con! proteínas! que!incorporan! genéticamente! el! aminoácido! p\iodo\L\fenilalanina! (60)! utilizando!como!catalizador!un!complejo!pirimidina\Pd!(61)!(Figura!17).!!!
!!!!!!!!! Acoplamiento!de!Suzuki\Miyaura.!!
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Esta! reacción! es! muy! útil! para! incorporar! a! las! proteínas! porciones!hidrófobas! y! fluorogénicas,! una! propiedad! que! se! debe! a! las! características!espectroscópicas!que!poseen!las!cadenas!de!biarilo!que!suelen!generarse!en!ella.!
5.2.!Otras!modificaciones!postraduccionales!de!biomoléculas!
La!farnesilación!de!un!residuo!de!cisteína!C\terminal!utilizando!marcadores!bioortogonales! es! una! modificación! postraduccional! que! sirve! para! traslocar!proteínas! citosólicas! a! la! membrana! debido! a! la! lipofilia! de! la! cadena!hidrocarbonada!introducida!(Figura!18).!La! porción! farnesilo! se! introduce! por! la! acción! de! la! enzima!farnesiltransferasa! (FTasa),! que! reconoce! específicamente! tetrapéptidos!terminales!CAAX!(CAAX\box),!en!donde!C!es!una!cisteína,!A!un!aminoácido!alifático!y!X!puede!ser!un!aminoácido!de!estructura!variable.!También!puede!produirse!la!farnesilación! in'vitro,! incubando! la! proteína! con! FTasa! y! pirofosfato! de! farnesilo!(Fpp)!como!donador!del!grupo!farnesilo!(62).!!De!esta!forma!se!modificaron!dieciocho!proteínas! implicadas!en!diferentes!procesos! biológicos! tras! incubar! las! células! con! azidoanálogos! (o! alquinil!derivados)! de! farnesol! o! de! farnesilpirofosfato! y! posteriormente! se! realizó! su!conjugación! con! una! fosfina! biotinilada! o! con! una! azida.! Estos! conjugados! se!detectaron! específicamente! y! se! purificaron!por!distintas! técnicas,! observándose!que!mantenían!las!propiedades!nativas:!asociación!con!la!membrana,!activación!de!la! proteína! cinasa!dependiente! de!Ras,! e! inhibición!de! la! apoptosis! inducida!por!lovastatina!(63).!!
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!Lipidación!de!proteínas!con!marcadores!bioortogonales.!!La! tecnología! TAS! (marcaje! vía! sustrato)! puede! extenderse! a! otras!modificaciones!postraduccionales,!como!la!geranilgeranilación!y!la!miristoilación.!!
!5.3.!Reacciones!de!transferencia!de!acilo.!Ingeniería!y!semisíntesis!de!proteínas!
La! acidez! de! los! grupos! SH! y! SeH! presentes! en! los! residuos! de cisteína y 
selenocisteína es mayor que la del!grupo!OH!de!los!alcoholes,!por!lo!que!los!grupos!tiol! y! selenol! son! buenos! grupos! salientes! especialmente! útiles! en! reacciones! de!transferencia!de!acilo!(64).!El!grupo!tiol!del!coenzima!A,!por!ejemplo,! transporta!grupos!acetilo!al!ciclo!de!Krebs!(ciclo!del!ácido!cítrico)!a!través!de!la!formación!de!tioéteres.!En!general,!los!grupos!tiol!y!selenol!(65)!juegan!un!papel!importante!en!
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numerosas! rutas!biológicas,! en! la! biosíntesis! de!policétidos,! y! en! la! de!proteínas!que!se!produce!fuera!del!ribosoma.!La! reactividad! del! grupo! SH! de! la! cisteína! se! utiliza! en! Química! Orgánica!para! sintetizar! péptidos! a! través! del! denominado! acoplamiento! químico! nativo!(native'chemical'ligation,!NCL),!en!el!que!el!grupo!SH!de!un!residuo!N\terminal!de!cisteína!de!un!péptido!reacciona!con!una!función!tioéster!situada!en!el!residuo!C\terminal!de!otro!péptido.!A!través!de!una!transferencia!de!acilo!S! !S!se!origina!un!nuevo!tioéster!y,!finalmente,!se!forma!el!enlace!peptídico!por!transferencia!de!acilo!S! !N.!Este! método! se! ha! extendido! al! acoplamiento! de! una! proteína! expresada!(expressed' protein' ligation,! EPL)! y! se! utiliza! en! ingeniería! de! proteínas! para!disponer!de!proteínas!semisintéticas!(66).!En!estos!procesos!de!semisíntesis,!que!pueden!tener!una!variedad!ilimitada,!el!empalme!de!transcriptos!de!ARN!(protein'
splicing)!que!se!produce!después!de!que!el!ARNm!se!ha!traducido!a!una!proteína,!es!una!reacción! intramolecular!en! la!que!un!segmento! interno!de!ésta!(intein)!se!elimina!mediante!el!acoplamiento!de!los!extremos!C\terminal!y!N\terminal!de!una!proteína!externa!(extein).!De!esta!forma,!polipéptidos!recombinantes!con!un!grupo!tioéster!C\terminal!son!capaces!de!enlazarse!a!un!péptido!sintético!que!posea!un!residuo!de!cisteína!
N\terminal!(Figura!19).!!
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!Ingeniería!de!proteínas. !La! técnica! EPL! se! ha! utilizado! por! ejemplo! para! sintetizar! la! ribonucleasa!pancreática! bovina! (RNasa! A),! que! tiene! 124! residuos! de! los! cuales! ocho! son!cisteínas!!que!en!la!enzima!nativa!forman!cuatro!enlaces!disulfuro.!Para!este!propósito!se!escogió!como!punto!de!desconexión!la!cisteína!95!y,!tras! la! expresión! de! la! proteína! de! fusión! y! la! ruptura! inducida! por! un! tiol,! el!fragmento!de!RNasa!A(1—94)!que!poseía!un!grupo!tioéster!C\terminal!reaccionó!con!un!péptido!que!contenía!los!residuos!95—124!y!una!cisteína!N\terminal!(67)!(Figura!20).!!!
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!!!!!!!!!!!!!! Síntesis!de!RNasa!A.!!!Este! método! también! sirve! para! incorporar! una! función! reactiva,! por!ejemplo!un!grupo!!azida,!al!extremo!C\terminal!de!una!proteína!(68)!(Figura!21).!!
!Incorporación! de! una! función! reactiva! a! un!!!!extremo!C\terminal.!!
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Para! conseguir! la! formación! de! un! enlace! entre! dos! péptidos! se! utilizan!también! ésteres! de! fosfinotioles! suficientemente! reactivos.! En! el! fosfinotiol!representado!en!esta! figura!Figura!22!se!ha! incrementado!la!nuclofilia!del!átomo!de!fósforo!por!la!presencia!de!dos!grupos!metoxilo!donadores!de!electrones.!Así,! a! un! residuo! de! alanina! portador! de! la! función! azida,! se! acoplan!eficazmente! tioésteres! de! glicina,! alanina,! y! fenilalanina! (69).! Según! los!experimentos! realizados! en! agua!marcada! con! 18O,! estas! reacciones! transcurren!por!transferencia!de!acilo!S N!desde!el!iminofosforano!intermedio.!La!sal!de!amidofosfonio! así! originada! se!hidroliza,! liberando! como!producto! secundario! el!óxido!de!fosfina!marcado!con!18O!(70).!!!
!Utilización!de!ésteres!de! fosfinotioles!para! formar!enlaces!peptídicos.!
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6.) Inmovilización)de)proteínas) e) incorporación)de)
fluoróforos)!Las! reacciones! bioortogonales! están! demostrando! su! utilidad! en! la!inmovilización! de! proteínas! sobre! una! superficie! manteniendo! la! estructura!tridimensional! y! la! actividad! de! aquéllas.! Las! microplacas' de! proteínas! así!originadas!permiten!la!caracterización!in'vitro!de!actividades!e!interacciones!(71)!pero,!como!las!proteínas!son!muy!sensibles,!si!se!quiere!preservar!su!integridad,!su!conformación! nativa,! y! su! función! biológica,! la! elaboración! de! estos!microplacas!requiere! condiciones! más! exigentes! que! las! de! ADN,! teniendo! que! utilizarse!reacciones!quimioselectivas!que!transcurran!preferentemente!en!agua!para!evitar!la! desnaturalización! (72).! Análogamente! a! los! procesos! de! marcaje,! la!inmovilización!puede!realizarse!a!través!de!uniones!al!azar!o!a!un!lugar!específico!(73).!! Es! frecuente! la! inmovilización! no! covalente! de! proteínas! fusionadas! con!polihistidina!(His6)!como!marcador!sobre!microplacas!de!níquel!(74),!así!como!la!conjugación!de!proteínas!biotiniladas!con!microplacas!de!avidina!o!estreptavidina!(75),!pero!es!más!ventajosa!la!inmovilización!covalente!de!lugares!específicos.!En!ella! se! la! modifica! primeramente! un! residuo! que! incorpora! funcionalides! no!nativas! (marcador),! y! después! tiene! lugar! la! conjugación! mediante! reacciones!bioortogonales!de!la!proteína!así!activada!con!microplacas!cuya!superficie!ha!sido!modificada!convenientemente.!Para!estos!propósitos!pueden!utilizarse!la!reacción!de!Staudinger,! la!reacción!Diels\Alder,!el!acoplamiento!oxima,! las!reacciones!click'catalizadas! por! Cu(I)! entre! sulfonilazidas! y! alquinos! terminales! (reacción!sulfamida!click),!y!la!reacción!fotoquímica!tiol\eno.!
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6.1.!Acoplamiento!de!Staudinger!
El! acoplamiento! de! Staudinger! también! puede! aplicarse! para! inmovilizar!!proteínas.!Por!ejemplo,!un!éster!de!fosfinotiol! inmovilizado!en!una!microplaca!se!enlazó!a!un!derivado!de!RNasaA!funcionalizada!con!un!grupo!azida!en!el!residuo!C\terminal! (ver! la! Figura! 22).! La! proteína! resultante,! así! inmovilizada,! retuvo! su!actividad!biológica!y! fue! capaz!de! interaccionar! con!un! inhibidor!natural!de!esta!enzima!(76)!(Figura!23).!!
!Inmovilización! de! una! proteína! por! acoplamiento! de!Staudinger.!!La! inmovilización! de! una! isoforma! de! proteína! Ras! (77),! obtenida ! por!hidrólisis! de! un! intein! de! fusión,! se! realizó! también! con! un! tioéster! derivado! de!dicha! proteína.! El! grupo! azida! se! introdujo! a! través! de! una! reacción! de!transtioesterificación! con! un! derivado! de! azido! cisteína! y,! posteriormente,! se!inmovilizó!en!una!lámina!de!vidrio!funcionalizada!con!un!agrupamiento!fosfina!a!través! del! acoplamiento! de! Staudinger.! La! eficacia! de! este! proceso! se! determinó!
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por! técnicas! de! fluorescencia,! tras! el! tratamiento! de! esta! microplaca' con! un!anticuerpo! Ras! fluorescente! que! reconoce! específicamente! una! hélice! de! Ras!situada!en!el!sitio!activo!(78)!(Figura!24).!!
!Inmovilización!por!acoplamiento!de!Staudinger.!
6.2.!Reacciones!Diels\Alder!
Como! sabemos,! las! proteínas! pueden! ser! farnesiladas! en! un! residuo! de!cisteína! C\terminal! por! la! catálisis! de! la! enzima! FTasa.! Pues! bien,! con! el! fin! de!modificar!proteínas!por!reacciones!ortogonales!Diels\Alder!se!utilizan!análogos!de!Fpp! que! incorporan! un! grupo! dieno.! Éste! puede! enlazarse! al! correspondiente!dienófilo! (ácido!6\maleimidohexanoico!en! la!Figura!25)!a! través!de!una!reacción!Diels\Alder!(79).!!!
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!Modificación!de!proteínas!por!reacciones!Diels\Alder.!!Si!esta!reacción!se!practica!con!microplacas'funcionalizadas!con!un!dienófilo!(maleimida! en! la! Figura! 26),! este! acoplamiento! sirve! para! incorporar! grupos!fluoróforos!e!inmovilizar!proteínas!portadoras!de!un!agrupamiento!dieno.!Por! ejemplo,! la! estreptavidina! funcionalizada!por! reacción! con!un!péptido!portador!de!un! residuo!de! cisteína!C\terminal! y! ciclopentadieno! se! enlazó! a!una!microplaca! funcionalizada! con!maleimida!y! se! trató! con!un! fluoróforo!de!biotina!portador! de! un! grupo!maleimido! como!dienófilo,! lo! que! originó! el! acoplamiento!Diels\Alder.!También! son! muy! interesantes! los! resultados! obtenidos! con! reacciones!Diels\Alder!que!utilizan!tetrazina!como!dieno,!ya!que!son!muy!rápidas!y!permiten!visualizar! moléculas! pequeñas! utilizando! tomografía! de! emisión! de! positrones!(PET)! con! el! isótopo! 18F.! Si! se! utiliza! un! sistema! con! tetrazina! portador! de! un!
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fluoróforo,!esta!reacción!permite!funcionalizar!células!con!nanomateriales!para!su!posible!uso!en!el!diagnóstico!clínico!(80).!!
 
!Inmovilización! de! proteínas! a! través! de! reacciones! Diels\Alder.!!
6.3.!Acoplamiento!oxima!
Las!reacciones!entre!aldehídos!o!cetonas!y!una!función!oxima!para!dar!una!función! oximina! son! bioortogonales.! Este! acoplamiento! suele! producirase! en!conciciones!fisiológicas!rápidamente!y!con!alto!rendimiento,!habiéndose!utilizado!para! marcar! o! inmovilizar! proteínas! (81).! Sin! embargo,! esta! estrategia! está!limitada!por!el!hecho!de!que!la!instalación!de!un!grupo!aldehído!en!una!proteína!es!complicada.! Por! ello! se! desarrolló! un! proceso! inverso,! primero! se! incorporó! al!
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extremo!C\terminal!de!una!proteína!un!grupo!oxiamina!por!transformación!de!una!función!tioéster!generado!por!tiólisis!de!un!intein.!Luego,!utilizando!una!oxiamina!bifuncional,!se!produjo!el!desplazamiento!de!un!tiol!por!ataque!nucleófilo!de!uno!de! los! grupos! H2NO\,! originando! un! éster! de! un! ácido! hidroxámico.! La! función!oxiamina! restante! se! condensó! finalmente!con!una!sonda!que!contenía!un!grupo!aldehído!o!cetona,!generando!la!función!oximina!(acoplamiento!oxima).!Si!la!sonda!contiene! un! fluoróforo,! como! por! ejemplo! la! cumarina,! se! tiene! una! proteína!marcada!con!éste!(82)!(Figura!27).!
!Modificación!de!una!proteína!a!través!del!acoplamiento!oxiamina.!
6.4.!Reacción'sulfonamida!click!!!
Las! sulfonilazidas!y! los! alquinos! terminales! son!bioortogonales! y,! a! través!de! la! formación!de!un!acetiluro!y!eliminación!de!N2,!originan!N\acilsulfonamidas!en! presencia! de! catalizadores! de! Cu(I)! (83).! Esta! reacción,! denominada!sulfonamida! click,! se! ha! utilizado!para! inmovilizar! proteínas!modificadas! con! un!
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grupo! alquino! terminal! sobre! microplacas! funcionalizadas! con! el! grupo!sulfonilazida!(84)!(Figura!28).!
!Reacción!sulfonamida!click.!
6.5.!Reacción!fotoquímica!tiol\eno!
La!reacción!entre!un! tiol!y!un!alqueno!catalizada!por! la! radiación!UV!para!promover!la!formación!de!radicales!libres,!origina!tioéteres.!Por!su!especificidad!y!viabilidad!en!agua,!esta!reacción!puede!considerarse!bioortogonal,!y!se!ha!utilizado!para!diferentes!propósitos,!como!la!inmovilización!de!proteínas!farnesiladas!(85)!(Figura!29).!
 Inmovilización! de! proteínas! a! través! de! la! reacción! fotoquímica!tiol\eno.!
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7.)Aplicaciones)en)Biotecnología.))
Liberación)específica)de)fármacos)y)diagnóstico)de)
imagen)!La! liberación!específica!de!fármacos!implica!que!un!transportador!a!escala!nanomolar! esté! funcionalizado! con! una! porción! capaz! de! enlazarse!específicamente!con!receptores!de!la!superficie!de!las!células!a!las!que!se!dirige!el!fármaco.! Para! este!propósito! se!han!utilizado,! entre!otros! transportadores,! virus!modificados!químicamente!(86).!La!cápsida!del!bacteriófago!MS2,!por!ejemplo,!es!una!proteína!que!puede!expresarse!en!Escherichia'coli.!Los!varios!poros!que!posee!su!estructura!permiten!el!acceso!de!moléculas!relativamente!grandes!a!su!interior,!por! lo! que! podría! modificarse! químicamente! enlazando! fármacos! de! forma! que!éstos!puedan!liberarse!tras!su!endocitosis.!En!el!estudio!de!esta!aproximación!se!observó!que!el!residuo!Tyr\85!de! la!proteína!nativa!se!enlaza!específicamente!a!sales!de!diazonio!electrón\deficientes!(87),!y!que!un!residuo!de!cisteína!introducido!en!la!posición!87!se!enlaza!a!dobles!enlaces! activados! como! el! de!maleimida! a! través! de! una! adición! núcleofila! (88)!(Figura!30).!La! última! de! las! reacciones!mencionadas! se! ha! utilizado! para! desarrollar!sistemas! de! diagnóstico! por! resonancia! magnética! de! imagen! (RMI)! y! para! la!liberación!específica!de!fármacos!a!través!de!la!incorporación!al!interior!de!MS2!de!complejos!de!gadolinio!(89)!o!taxol!(90),!respectivamente.!!!
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!Modificación!química!de!la!cápsida!del!bacteriófago!MS2.!!La!RMI!permite!visualizar! imágenes! tridimensionales!de! la!distribución!de!agua! in' vivo.! Estas! imágenes! se! optimizan! utilizando! agentes! de! contraste! que!disminuye!el!tiempo!de!relajación!de!los!protones!del!agua!coordinada!a!un!metal!paramagnético!como!el!Gd(III).!Sin!embargo,! los!reactivos!de!Gd(III)!comerciales!son!ineficaces!por!su!baja!actividad!de!relajación,!y!su!uso!se!limita!a!lugares!como!la! corriente! sanguínea! o! los! riñones! en! los! que! pueden! acumularse! a! una!concentración! alta.! Por! tanto,! es! necesario! desarrollar! agentes! de! contraste! con!mayor!actividad!de!relajación!que!se!localicen!selectivamente!en!tejidos!u!órganos!específicos.!Uno! de! estos! agentes! es! el! complejo! Gd\bis(HOPO)TAM! [(HOPO)TAM! =!hidroxipiridinona\tereftalamida],!en!el!que!el!aumento!de!la!actividad!relajante!se!debe! a! que! se! coordina! un! gran! número! de! moléculas! de! agua! y! los! protones!excitados! (H)!y! relajados! (H)!de!éstas! se! intercambian!muy!rápidamente! (Figura!31).!
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Diagnóstico por RMI e incorporación de taxol al bacteriófago!MS2. 
Complejo de Gd(III)-bis(HOPO)TAM para 
el aumento de contraste en RMI
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8.)Estudios)de)actividad)enzimática)
Proteómica!
La! proteómica! se! enfrenta! a! la! ingente! tarea! de! asignar! la! estructura! y! la!función! a! las! decenas! de! miles! de! proteínas! codificadas! por! los! genomas!procarióticos! y! eucarióticos! en! entornos! en! los! que! suceden! muchísimas!modificaciones! postranslacionales! y! en! presencia! de! varios! activadores! e!inhibidores.!Un!método!utilizado!en!proteómica!es!la!caracterización!de!proteínas!según!su!función!(activity>based'protein'profiling,!ABPP),!en!él!se!utilizan!sondas!dirigidas!selectivamente! al! centro! activo! que! han! sido! diseñadas! para! reaccionar! con!enzimas!relacionadas!mecanísticamente!(activity>based'probes,!ABPs)!y!visualizar!los!cambios!de!actividad!(91).!En!general,!tras!diseñar!un!inhibidor!covalente!basado!en!el!mecanismo!de!la!enzima!en!cuestión!que!incorpora!el!grupo!azida,!se!estudia!su!interacción!con!sondas!fluoróforas!de!fosfina!o!de!alquino,!lo!que!permite!su!análisis!posterior.!El!principal! problema! para! realizar! estos! estudios! in' vivo! es! que! los! grupos!fluoróforos!son!voluminosos!e!influyen!en!la!distribución!de!la!sonda!en!el!interior!celular.!Utilizando! la! reacción! de! Huisgen! entre! un! derivado! de! rodamina,! un!colorante!fluorescente!portador!de!un!alquino!terminal,!y!una!proteína!en!la!que!se!han!introducido!un!grupo!azida!y!una!función!!fenilsulfonato!electrófila!dirigida!a!un!núcleofilo!del!centro!activo,!se!han!estudiado!glutatión!S\transferasas!(GSTO),!aldehído! deshidrogenasas! (ALDH)! y! enoil\CoA! hidratasas! (ECH)! (92).! Estas!
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reacciones! requieren! ser! catalizadas! (Figura! 32).! Los! mayores! éxitos! en! las!aproximaciones!ABPPs!se!han!obtenido!con!esterasas!y!proteasas,!especialmente!las!que!contienen!como!nucleófilos!en!su!centro!activo! las! funciones!OH!y!SH!de!serina,!treonina!y!cisteína.!También!se!ha!realizado!el!marcaje!vía!sustrato!(tagging>via>substrate,!TAS)!para!identificar!glicosidasas!(93).!!
!Reacción!de!Huisgen!aplicada!a!la!caracterización!de!proteínas.!!En! la! Figura! 33! se! representan! dos! peptidomiméticos! (el! segundo! es! un!derivado!de!epoximicina)!que!poseen!centros!electrófilos! (un!grupo! sulfona!α,β\insaturado! o! una! función! epóxido)! y! además! contienen! un! grupo! azida! y! el!colorante! fluorescente! bodipy! (4,4\difluoro\4\bora\3a,4a\diaza\s>indaceno).! Tras!reaccionar!con!nucleófilos!de!los!centros!activos!del!proteasoma,!ambos!producen!su!inhibición,!habiéndose!utilizado!la!reacción!bioortogonal!entre!sus!grupos!azida!y! los! grupos! fosfina! o! ciclooctino! presentes! en! sondas! de! fosfina\biotina! o! de!ciclooctino\biotina! para! caracterizar! cuáles! son! las! subunidades! catalíticamente!activas!del!proteasoma!en!ratones!(94).!!
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!
!Peptidomiméticos!inhibidores!del!proteasoma.!!Varias! enzimas! procedentes! de! distintas! líneas! de! cáncer! de! mama,! que!poseen! grupos! nucleófilos! en! sus! sitios! activos,! se! han! estudiado! utilizando! un!sustrato! electrófilo! artificial! portador! de! un! grupo! alquino! en! vez! de! un! grupo!azida!(95).!En!otros!experimentos!realizados!para!caracterizar!los!tres!centros!activos!del! proteasoma! se! trataron! los! extractos! celulares! con! los! compuestos! 1,! que!contiene! un! agrupamiento! dieno! y! deriva! del! inhibidor! no! específico! del!proteasoma! epoximicina,! y! 2,! que! contiene! el! grupo! azida! y! es! un! inhibidor!específico!de! la! subunidad!β1!del!proteasoma.!Los! extractos!desnaturalizados! se!trataron! con! la! fosfina\biotina! 3! y! con! el! dienófilo! Bodipy\TMR\maleimida! 4.! El!
Western'blot! con!estreptavidina! reveló!una!banda! correspondiente!a! la! actividad!
β1! del! proteasoma! marcada! por! el! acoplamiento! de! Staudinger! entre! 2! y! 3,!
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mientras!que!los!dos!restantes!lugares!catalíticos!se!revelaron!por!la!fluorescencia!de!los!productos!de!la!reacción!Diels\Alder!entre!1!y!4!(96)!(Figura!34).!!
!Sondas!para!caracterizar!los!tres!centros!activos!del!proteasoma.!!El!uso!de!ABPs!para!estudiar!los!lugares!activos!del!proteasoma!es!también!importante!farmacológicamente!para!el!cribado!de!sus!posibles!inhibidores,!ya!que!existe!una!gran!controversia!acerca!de!cual!de!las!tres!subunidades!con!actividad!enzimática! de! dicho! sistema! deben! inhibirse! para! que! la! actividad! clínica! sea!óptima.!Como!estas!subunidades!no!pueden!estudiarse!individualmente,!los!cambios!producidos! por! un! inhibidor! específico! pueden! determinarse! por! competición!frente!a!un!inhibidor!de!amplio!espectro,!de!forma!que!sólo!se!visualizan!con!este!último! las!subunidades!que!no!se!ven!afectadas!por!aquél.!Así! se!ha!demostrado!que!el!bortezomib!(Figura!35),!utilizado!en!el!tratamiento!del!mieloma!múltiple!y!el!linfoma!diseminado!y!diseñado!como!un!inhibidor!específico!de!la!subunidad!β5,!es!en!realidad!un!inhibidor!β1.!Ya!hemos!visto!que!el!compuesto!2!es!un!inhibidor!
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β1,! habiéndose! diseñado! los! inhibidores! específicos!β2! 5! y! 6.! Ambos! se! enlazan!covalente!e!irreversiblemente!con!residuos!de!treonina!del!centro!activo,!y!quedan!marcados!por!una!función!azida!o!un!dieno!(97).!
!Bortezomib! e! inhibidores! específicos! de! la! subunidad! del!proteasoma!β2.!!Las!glicosidasas!son!unas!de!las!enzimas!más!difíciles!para!el!desarrollo!de!protocolos! ABPP.! La! hidrólisis! de! un! enlace! de! β\glicósido! ocurre! tras! la!protonación! del! aglicón! por! una! sustitución! nucleófila! bimolecular! (SN2)! que!origina! un! O\acilglicósido! con! inversión! de! la! configuración! en! el! carbono!anomérico.! Este! acilal! se! hidroliza! rápidamente! a! través! de! otra! reacción! SN2,!regenerando! el! sitio! activo! de! la! enzima! y! originando! un! β\monosacárido! con!retención!de! la!configuración!en!dicho!carbono.!Para!su!estudio,! se!han!utilizado!los!2\desoxi\2\fluoroglicósidos!7!y!8,!que! inhiben! la!enzima!porque!estabilizan!el!acilal!intermedio!por!el!efecto!electrón!atrayentes!de!los!átomos!de!flúor,!de!forma!que!este!intermedio!puede!visualizarse!por!diferentes!técnicas.!Los!compuestos!7!y! 8! son! inhibidores! con! baja! actividad,! siendo! ésta!mayor! en! el! ciclofenitol! (un!inactivador! de! β\glucosidasas! basado! en! el! mecanismo! de! origen! natural)! y! sus!derivados!como!el!compuesto!9.!Los!inhibidores!8!y!9!poseen!un!grupo!azida!en!la!
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cadena! en! C\6! de! la! glucosa,! y! los! compuestos! 10! y! 11! son! inhibidores! muy!potentes!y! selectivos!de! la! glucosilceramidasa,!una!glicosilasa!que!hidroliza! la!D\glucosilceramida!(98)!(Figura!36).!
!Mecanismo! de! acción! de! las! glicosidasas.! Algunos!inhibidores.!!!
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9.) Incorporación) de) marcadores) a) glicanos) y)
glicoconjugados)!Una!de!las!principales!ventajas!de!los!marcadores!ortogonales!que!estamos!analizando!es!que!pueden!utilizarse!para!estudiar!biomoléculas!de!estructura!no!proteíca,! como! glicanos,! lípidos,! y! otros! metabolitos.! La! visualización! de! los!glicanos!en!su!entorno!nativo!es!muy!importante!si!se!tiene!en!cuenta!su!papel!en!los! fenómenos!de!reconocimiento!que!ocurren!en! la!superficie!celular!(99),!en!el!tráfico! de! sustancias! al! espacio! intracelular,! y! en! la! regulación! transcripcional!(100).! Además! de! su! capacidad! para! interaccionar! directamente! con! diversos!receptores,! los!glicanos!modulan! las! funciones!de! las!proteínas!y!de! los! lípidos!a!los!que!están!unidos,!de!tal!forma!que!diversos!procesos!de!malignización!(101)!y!de!inflamación!crónica!(102)!se!correlacionan!con!!cambios!en!la!glicosilación.!Esto!sugiere! que! ciertos! oligosacáridos! podrían! utilizarse! como! marcadores! para! el!diagnóstico!o!el!tratamiento!de!estas!enfermedades.!Las! células! tumorales! tienen!un!patrón!de! glicosilación!diferente! al! de! las!células!normales!del!mismo!tejido,!siendo!el!ácido!siálico!un!componente!de!varios!antígenos! de! tipo! carbohidrato! que! están! sobreexpresados! en! tumores.! Esta!circunstancia,!y!el!elevado!metabolismo!de!las!células!cancerígenas,!sugieren!que!éstas!podrían!incorporar!grandes!cantidades!de!ácidos!siálicos!no!naturales!a! los!glicanos!de!su!superficie!y,!si!es!así,!su!grado!de!expresión!permitiría!distinguirlas!de! las! células! normales.! De! hecho,! se! ha! demostrado! que! un! quelato! de! Gd(III)!unido!a!un!grupo!aminooxi!desarrollado!como!reactivo!de!contraste!en!resonancia!magnética! de! imagen! (RMI),! se! acumula! en! las! células! tratadas! con! [3H]N\acetilmanosamina!(103).!Estos!ácidos!podrían!utilizarse!también!para!la!liberación!
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quimioselectiva!de!agentes!tóxicos!(104)!y!un!azúcar!modificado!formulado!como!una! vacuna,! podría! provocar! una! reacción! inmune! dirigida! a! un! determinado!tumor!(105).!!La! incorporación! de! marcadores! químicos! a! glicanos! utilizando! diversos!procesos!biosintéticos,!seguida!de!la!administración!de!sondas!fluorogénicas!o!de!reactivos! de! contraste! de! resonancia! magnética! de! imagen! (RMI),! ha! permitido!modificar! químicamente! las! superficies! celulares,! investigar! el! flujo! metabólico!intracelular,!e!identificar!glicoproteínas!específicas.!Los!monosacáridos! no! naturales! se! adicionan! generalmente! como!O\acetil!derivados! para! que! penetren! mejor! en! el! espacio! intracelular,! y! se! desacetilan!después!por!esterasas!citosólicas.!Estos!monosacáridos!pueden!modificar!glicanos!en! la! superficie! de! las! células! o! penetrar! en! su! interior! y! utilizar! la!maquinaria!biosintética! para! formar! glicoconjugados,! que! en! su! mayoría! se! secretan! a! la!superficie!(Figura!37).!A! través! del! metabolismo! de! azidoazúcares! se! han! originado,! entre! otros!monosacáridos,'N\azidoacetilmanosamina!(ManNAz)!y!ácido!azidosiálico!(SiaNAz).!Este! último! forma! en! las! superficies! celulares! azidosialósidos! (106)! que! pueden!reaccionar!con!sondas!externas!de!fosfina!a!través!del!acoplamiento!de!Staudinger!(107)!(Figuras!37!y!38a).!Por!otra!parte,! las!modificaciones!del!grupo!N\acilo!del!ácido! siálico! pueden! impedir! la! extensión! de! la! cadena! de! glicano,! produciendo!glicoformas! truncadas! en! la! superficie! celular.!Así,! el! tratamiento! de! neuronas! y!células!cancerosas!con!ManNBut,!un!precursor!de!ácido!siálico!no!natural,!inhibe!la!biosíntesis!del!homopolímero!del!ácido!siálico!denominado!ácido!polisíalico!(PSA)!sin!afectar!a!otros!polímeros,!lo!que!permite!estudiar!las!funciones!de!dicho!ácido!
in'vivo'(108).!
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!Modificación!de!glicanos!en!la!superficie!celular!y!en!el!interior!de!las!células.!!Aunque! el! ácido! siálico! es! fundamentalmente! un! azúcar! de! eucariotas!superiores,!también!se!encuentra!en!los!lipooligosacáridos!(LOSs)!y!en!las!cápsulas!de! polisacárido! de! algunas! bacterias! patógenas,! que! pueden! evitar! la! respuesta!inmunológica! por! la! semejanza! de! estos! polímeros! con! los! glicanos! del!hospedador.! Al! igual! que! ocurre! en! los! humanos,! algunas! bacterias! poseen! una!maquinaria!biosintética!que!permite!la!síntesis!de'novo!del!ácido!siálico!pero!otras,!como!Haemophilus'ducreyi,! tienen!que! adquirirlo!del!medio,! lo!que!ha!permitido!introducir! en! la! membrana! exterior! de! esta! bacteria! Gram\negativa!lipooligosacáridos! con! grupos!N\acilo! no! naturales! (109).! Esto! significa! que! los!
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análogos! del! ácido! siálico! podrían! ser! sustratos! para! la! formación! de!lipooligosacáridos! en! las! células! procariotas,! pero! no! en! las! eucariotas,! lo! que!podría!tener!relevancia!para!establecer!dianas!terapéuticas.!También! se! han! realizado! experimentos! para! investigar! cómo! afecta! la!modulación! del! ácido! polisíalico! al! desarrollo! neuronal,! específicamente! al!crecimiento!de!axones!y!dendritas,!habiéndose!observado!que!mientras!el!sustrato!natural!ManNAc!y!el!no!natural!ManNPro!promueven!su!crecimiento,!ManNBut!lo!reduce! (110).! El! grupo! azida! también! se! ha! incorporado! a! glicoproteínas!citosólicas!o!nucleares!a!través!de!los!residuos!de!serina!o!treonina,!de!forma!que!éstas!pueden!ser!reconocidas!por!sondas!de!fosfina!o!de!alquino!(Figura!38b).!!
!Azidosialósidos!y!azidoglicoproteínas.!!Esta!técnica!se!ha!utilizado!para!identificar!proteínas!nucleares!modificadas!con! un! único! residuo! de! GlcNAz! ó! Ac4GalNAz.! Las! células! incubadas! con! estos!azidoazúcares!los!convierten!en!UDP\GlcNAz!o!UDP\Ac4GalNAz,!respectivamente,!y!los!incorporan!después!a!las!glicoproteínas!en!los!lugares!ocupados!normalmente!por!GlcNAc!o!GalNAc!(111).!Los! grupos! azida! así! introducidos! permiten! detectar! las! proteínas!modificadas!por!Western'blotting! tras!administrar! sondas!de! fosfina!y!efectuarse!
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los!acoplamientos!de!Staudinger!(Figura!39a).!Además!de!estos!experimentos,!se!han! visualizado! glicoconjugados! por! microscopía! confocal! en! embriones! de! pez!cebra!(Danio'rerio)!a!través!del!tratamiento!de!los!glicanos!sialilados!con!NaIO4.!El!aldehído! originado! en! esta! oxidación,! se! detectó! posteriormente! con! conjugados!fluoróforos! que! contienen! un! grupo! aminooxi,! como! ALEXA! Fluor! 488! (112)!(Figura! 39b).! También! se! ha! utilizado! la! microinyección! de! azidoazúcares! y! su!detección!posterior!con!determinados!ciclooctinos!(113)!(Figura!39c).!
!Visualización!de!glicanos!en!embriones!de!pez!cebra.!!
O
OAc
OAcAcO
NH
N3 O
GalNAz
AcO Esterasas
no específicas O
OH
OHHO
NH
N3 O
OH
Ac4GalNAz
GalNAc-1-fosfato 
cinasa
GalNAz
O
OH
HO
NH
N3 O
OH
OP32-a)
ppGlNAcTs
UDP-GalNAc
UDP-GalNAz
O
OH
HO
NH
N3 O
OH
O P
O
OH
O P
O
O
O
O N
NH
O
O
(y otras
glicosiltransferasas)
Glicano
O
OR
RO
NH
N3 O
OH
O
UDP-GalNAz
Embrión de pez cebra
microinyectado con 
UDP-GalNAz
Colorante trazador
rodamina-dextrano
N3
N
N
N
F FF F
DIFO-488
Microscopía
confocal
HO OH
O
HO
H
NH3C
HO HO
OH CO2
O
NaIO4 O
HO
CO2
AcHN
O
Embrión de pez cebra
O
NH2
Conjugado fluoróforo
AO-488
O
HO
CO2
AcHN
NO
b)
c)
Figura!39 
INCORPORACIÓN'DE'MARCADORES'A'GLICANOS…'!
))59)
Por! otra! parte,! si! un! azúcar! no! natural! (A’)! penetra! en! las! células,! puede!competir!con!un!sustrato!natural!(A)!en!una!ruta!metabólica!(enzimas!1!y!2,!Figura!40).!La!detección!del!producto!no!natural!originado! (D’),! tras! ser! trasladado!a! la!superficie!celular,!puede!servir!para!cuantificar!el!flujo!de!este!sistema!metabólico.!El! falso! sustrato! debe! incorporar! un!marcador! (carbonilo! o! azida),! que! quedará!retenido! en! el! producto! de! su! metabolismo.! Así,! ManLev! se! transformó! en! el!interior! celular! en! el! correspondiente! ácido! cetosiálico,! que! se! expresó! en! la!superficie.!Estas!células!mutadas,! tras!su!expansión!y!selección!por!citometría!de!flujo,! volvieron!a! expandirse! en!presencia!del!mutágeno!ManLev,! repitiéndose!el!ciclo!hasta!obtener!una!población!estable!de!células!mutadas!(114)!(Figura!40).!
!Cuantificación!del!flujo!metabólico!de!azúcares.!!
A B C
Enzima 1 Enzima 2
Célula
A' DD'
Sustrato
metabólico
no natural
producto
metabólico
no natural
O
OHHO
ManLev
exógena
HO HN
CH3
O
OHO
O O
HO
H
N
HO HO
OH CO2
O
Marcador
H3C
O
Ruta biosintética
del ácido siálico
1. Expansión
2. Selección de las 
células mutadas
3. Expansión
Figura!40 
CARMEN'AVENDAÑO'!
60)
10.) Incorporación)de)marcadores)a) lípidos)y)otras)
biomoléculas)!Los! lípidos! juegan! un! importante! papel! en! las! vías! de! señalización.! El!diacilglicerol!(DAG),!el!ácido!fosfatídico!(PA),!y!los!polifosfatos!de!fosfatidilinositol!(PIPns),! son! algunos! de! los! lípidos! implicados! en! funciones! biológicas.! Muchos!lípidos! regulan! la! función! de! proteínas! enlazándose! por! enlaces! covalentes,!permitiendo! así! que! las! proteínas! solubles! se! anclen! en! la! superficie! de! las!membranas.! En! la! activación! de! la! cinasa! AKT,! por! ejemplo,! la! fosforilación! del!difosfato!de!fosfatidilinositol!conduce!a!PIP3,!éste!se!enlaza!a!AKT!y!la!trasloca!a!la!membrana! donde! fosforila! a! varios! sustratos! que,! al! activarse,! inducen! un!incremento!de!la!proliferación!celular!(115).!La!síntesis!de!PIP3!se!revierte!por!la!proteína! supresora! de! tumores! PTEN,! lo! que! da! idea! de! la! importancia! de! este!fenómeno!en!la!carcinogénesis!(Figura!41).!!
!Formación!de!PIP3.!!La! química! bioortogonal,! a! través! de! la! síntesis! de! sondas! de! lípidos!marcados!con!un!grupo!azida!o!alquino,!como!las!que!se!representan!en!la!Figura!
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42,!está!permitiendo! la!caracterización!de!estas! interacciones!(116).!Al! igual!que!los! glicanos,! los! lípidos! no! pueden! marcarse! fácilmente! por! métodos! genéticos,!pero!sí!pueden!incorporarse!a!ellos!marcadores!químicos!a!través!del!metabolismo!de! sus! precursores.! Así,! los! compuestos! 12! y! 13,! que! se! forman! por! reacciones!CuAAC! entre! un! azido! análogo! de! DAG! y! un! alquino,! pueden! contener! grupos!fluorescentes!(a)!o!marcadores!de!fotoafinidad!(b);!14!es!un!derivado!de!PIP,!y!15!es! una! esfingomielina! con! un! grupo! propargilo! enlazado! a! la! porción! fosfato! de!colina! (PC)! que! se! ha! derivado! por! reacciones! CuAAC! a! un! sustrato! de!esfingomielinasa!que!contiene!un!grupo!benzoxadiazol!fluorescente!(117).!De!forma!similar,!se!ha!incorporado!propargilcolina!(16)!a!fosfolípidos!que!contienen!colina,!marcándose!después!con!éstos!fluoróforos!por!reacciones!CuAAC!(118).! Las! técnicas! de! fluorescencia! o! de!microscopía! electrónica! han! permitido!visualizar!estos!fosfolípidos!marcados!en!ratones.!Alternativamente,! los! grupos! azida! o! alquino! se! han! introducido! en! las!cadenas! de! acilo! del! DAC! a! través! de! una! hidrólisis! selectiva! catalizada! por! las!fosfolipasas!A2!ó!D,!seguida!de!acoplamiento!con!un!ácido!que!contiene!un!grupo!azido! o! alquinilo.! Hemos! seleccionado! como! ejemplos! los! análogos! de!fosfatidilcolina!17!y!de!fosfatidilserina!18!(119),!el!compuesto!19!(un!surfactante!con!dos!grupos!hidrófilos!a!los!extremos!de!la!cadena!hidrocarbonada!derivado!de!17! a! través! de! reacciones! CuAAC)! (120),! y! el! compuesto! 20,! que! incorpora! un!marcador! de! fotoafinidad! unido! al! grupo! fosfodiéster! y! dos! grupos! azida! en! el!extremo!de! las! dos! cadenas! acilo.! Este! último! compuesto! se! ha! utilizado! para! la!caracterización! in' vivo' de! receptores! de! fosfato! de! colina! (PC)! por! técnicas! de!fluorescencia!o!de!imagen!(121)!(Figura!43).!
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!Ejemplos!de!sondas!de!lípidos.!
!Lípidos!marcados!en!una!cadena!acilo!con!grupos!bioortogonales.!!
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También! se! han! desarrollado! microplacas! para! analizar! a! través! de!reacciones!bioortogonales! las! interacciones! entre! las! proteínas! y! las!membranas!celulares.!Por!ejemplo,!a!partir!del!análogo!de!DAC!21!portador!de!un!grupo!azida!se!obtuvo!el!conjugado!22!que!incorpora!biotina!y,!a!partir!de!éste,!se!generaron!por!una! parte! liposomas! que! se! incorporaron! a! superficies! cubiertas! con!estreptavidina!(122),!y!por!otra!derivados!fluorescentes!como!23!diseñados!para!ser!detectados!por!métodos!ópticos!(Figura!44).!El!enlace!de!los!liposomas!inmovilizados!con!la!cinasa!PKCα!también!ha!sido!estudiado.!!
!Síntesis!de!lípidos!para!diseñar!superficies!celulares.!!
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11.)Marcaje)de)ácidos)nucleicos)!Recientemente,!la!química!bioortogonal!se!está!aplicando!para!cuantificar!la!síntesis!de!ADN!(123)!y!ARN!(124)!y!estudiar!las!modificaciones!e!interacciones!en!las!que!estos!ácidos!están!implicados.!Entre!estas!modificaciones!se!encuentran!las!alteraciones! epigenéticas! del! ADN,! como! son! la! transformación! de! residuos! de!citosina!en!5\metilcitosina!(5\mC)!y!la!oxidación!de!ésta!a!5\hidroximetilcitosona!(5\hmC)!(125).!La!primera!transformación!(y!quizás!la!segunda)!afecta!a!muchas!funciones!biológicas,!incluyendo!el!desarrollo!de!cáncer!(Figura!45).!!
!Algunas!alteraciones!epigenéticas!!La! ! glucosilación!de!5\hmC!en!un!duplex!de!ADN! se! realiza! a! través!de! la!catálisis!de!β−glucosiltransferasa!(βGT)!y!del!cofactor!uridina!difosfoglucosa!(UDP\Glc).!Por!ello,!si!se!utiliza!el!cofactor!modificado!UDP\6\N3\Glc,!se!tiene!un!ADN!con!un!grupo!azida!en!los!residuos!5\hmC.!Posteriormente,! este! ADN!modificado! se! puede! hacer! reaccionar! con! una!sonda! de! alquino! y! biotina! y,! finalmente,! detectarlo,! purificarlo! y! secuenciarlo!(126)!(Figura!46).!!
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!Glicosilación!de!5\hmC!y!su!detección.!!
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12.) Marcadores) bifuncionales.) Bioortogonalidad)
latente)!Los! marcadores! químicos! bifuncionales! (crosslinkers)! poseen! dos! grupos!reactivos! en! los! extremos! de! una! cadena! y! son! capaces! de! formar! enlaces!covalentes!con!dos!grupos!nucleófilos!situados!a!una!distancia!apropiada.!Muchos!agentes! alquilantes! utilizados! en! la! quimioterapia! del! cáncer! actúan! como!
crosslinkers'de!ADN.!
Interacciones!proteína\proteína!y!ADN\proteína.!
Las! interacciones! transitorias! proteína\proteína! que! se! producen! en! la!catálisis!de!una!reacción!biosintética!o!en!una!señal!de!transducción,!son!la!base!de!procesos! biológicos! complejos.! Cuando! es! posible! disponer! de! proteínas!purificadas,! el! empleo! de! crosslinkers! permite! demostrar! in' vitro! estas!interacciones!ya!que,!si!se!forman!enlaces!covalentes!entre!grupos!funcionales!de!residuos!situados!en!ambas!proteínas!(NH2!y!SH,!fundamentalmente),!se!evidencia!su!proximidad!y!se!revelan!las!regiones!de!contacto.!!Algunos!de!los!reactivos!de!acoplamiento!cruzado!utilizados!para!el!estudio!
in' vitro! de! interacciones! ADN\proteína! son! el! formaldehído! (127),! las!carbodiimidas!como!EDT!(que!reaccionan!primero!con!grupos!carboxilo!para!dar!intermedios! de!O\acilisourea!muy! reactivos! frente! al! grupo! amina! y,! finalmente,!enlaces!amida!con!eliminación!de!un!derivado!soluble!de!urea),!y!el!suberimidato!de!dimetilo! (DMS)! (que! contiene!dos! grupos! imidoéster! reactivos! separados!por!una!cadena!hexametilénica).!
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!Otros! son! los! ésteres! de!N\hidroxisuccinimida,! como! el! suberato! de! bis\sulfosuccinimidilo! (BS3)! o! el! 4\(N\maleimidometil)ciclohexano\1\carboxilato! de!sulfosuccinimidilo! (sulfo\SMC),! que! reaccionan! con! grupos! NH2! de! las! proteínas!con!eliminación!de!N\hidroxisulfosuccinimida!(Figura!47).!
!Ejemplos!de!reactivos!de!acoplamiento!cruzado.!!Para! los! estudios! in' vivo! se! han! utilizado! análogos! de! aminoácidos!fotoreactivos! o! análogos! de! bases! púricas! o! pirimidínicas! que! contienen! el!heterociclo!diazirina.!Éste!puede! incorporarse!a! las!proteínas!o!al!ADN.!También!puede! modificarse! el! ADN! con! enlaces! cruzados! en! el! surco! mayor! o! menor!utilizando! bases! como! la! N4\diazirinilpolimetilen\citosina! (C*)! o! la! N2\diazirinilpolimetilen\guanosina!(G*),!respectivamente.!Los! fosforamiditos! de! nucleósidos! representados! en! la! Figura! 48! ! son!reactivos! que! normalmente! se! utilizan! en! la! síntesis! de! oligonucleótidos,! pero!pueden!emplearse! también!para! formar!enlaces! cruzados!entre!ADN!y!proteínas!humanas! (O6\alquilguanina\ADN! alquiltransferasa,! hAGT)! o! de! E.' coli! (ADN!adenina!metiltransferasa,!EcoDam)!(128).!!
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!Utilización!de!fosforamiditos!de!nucleósidos.!!Mencionaremos! finalmente! que! los! complejos! que! contienen! un! ciclo! de!diazirina!son!un!ejemplo!de!bioortogonalidad!latente!ya!que,!tras!su!exposición!a!la!radiación! ultravioleta,! se! transforman! con! pérdida! de! nitrógeno! molecular! en!carbenos!muy! reactivos! que! se! enlazan! a! las! proteínas! situadas! a! unos! pocos! Å!(129)!(Figura!49).!!
N
N
N
N
NO
OO
O P
O
N
O4-Triazolil-dU-CE Fosforamidito
(dimetiltritilo = DMT)
CH3
CH3
CH3
CH3CN
OH3C
O
H3C
OTMDO Basen-1
Detritilación
OHO Basen-1
Acoplamiento
OTMDO Basen
O P
O
N
CH3
CH3
CH3
CH3CN
OO Basen-1
P O
C NO
OTMDO Basen
Soporte sólido
Fosforamidito
Hidroxilo
libre Fosfito
Oligonucleótido
OO
O P
O
N
2-F-dI-CE fosforamidito
(dimetiltritilo = DMT)
CH3
CH3
CH3
CH3CN
OH3C
O
H3C
N
N
N
N
F
O
NO2
Figura!48 
MARCADORES'BIFUNCIONALES'!
))69)
!Bioortogonalidad!latente.!!
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Conclusión)!La! combinación! de! conocimientos! químicos,! biológicos! y! biomédicos! es!indispensable! para! comprender! la! enorme! cantidad! de! procesos! fisiológicos! y!patológicos.! La! joven! Química! Bioortogonal! ha! tenido! unos! comienzos! llenos! de!dificultades,!pero!también!ha!conseguido!logros!notables.!Por!ello,!merece!la!pena!interesarse!por! los!avances!que!se!produzcan!en!el! futuro!y!que!se! interesen!por!ella!los!jóvenes!investigadores.!
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